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RESUMO 
 
O câncer é uma doença que acarreta o crescimento descontrolado de células e divisão celular. 
Novos estudos vêm sendo realizado e, o campo da terapia celular, que direciona e impulsiona 
seu crescimento cria expectativas para a tão sonhada cura da doença. Células linfoides da 
linhagem B, T e NK (Natural Killer) são os alvos para esse estudo. O Campo da Terapia 
Celular (ACT) é composto por células T (TCR-Receptores de Células T) e células T de 
engenharia CAR (Receptores de Antígenos Quiméricos) modificado. Esses métodos 
compreendem o campo de estudo e vêm provando que em breve teremos resultados 
promissores para a cura do câncer.  
 
Palavras-chave: Linfócitos T, B e NK, Terapia Celular, TCR (receptores de células T), 
CAR-T. 
 
 ABSTRACT 
 
Cancer is a disease that leads to uncontrolled cell growth and cell division. New studies have 
been carried out, and the field of cell therapy that directs and drives their growth creates 
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expectations for the long-awaited cure of the disease. Lymphoid cells of the B, T and NK 
(Natural Killer) strain are the targets for this study. The Cell Therapy Field (ACT) is 
composed of modified T-cells (T-Cell Receptors) and modified CAR-T cells 
(Chemotherapeutic Antibody Receptors). These methods comprise the field of study and have 
proven that soon we will have promising results for the cure of cancer. 
 
Keywords: T-lymphocytes, B and NK, Cell Therapy, TCR (T cell receptors), CAR-T 
 
 
1   INTRODUÇÃO 
Câncer é o nome genérico dado a uma série de doenças, cuja principal característica 
é ser decorrente de um crescimento descontrolado e divisão celular. Tanto no 
desenvolvimento embrionário como na manutenção da homeostase dos tecidos e no reparo 
das lesões, é necessário um equilíbrio entre proliferação e morte celular (apoptose), A 
proliferação celular cancerosa é na verdade uma ruptura deste equilíbrio entre o aumento da 
proliferação e a redução da apoptose. 16 
Como curador certo para o câncer, temos sem dúvida, o próprio sistema 
imunológico. O surgimento de abordagens de biologia sintética para engenharia celular está 
nos fornecendo um amplo conjunto de ferramentas para programar células imunes. 
O campo de estudo de terapia celular adotiva (ACT) compreende células T com TCR  
(Receptores de Células T)  e células T de engenharia CAR (Receptores de Antígenos 
Quiméricos) modificado. O ACT de células T projetado para expressar receptores artificiais 
que visam as células alvo é uma nova e empolgante abordagem para a cura do câncer, e tem a 
mesma promessa para casos de infecções crônicas e autoimunidade.  Os princípios da biologia 
sintética, avanços na imunologia e engenharia genética, tornaram possível gerar células T 
humanas que exibam especificidades desejadas e funcionalidades aprimoradas. As 
perspectivas para a ampla disponibilidade de células T modificadas mudaram 
consideravelmente a recente entrada da indústria farmacêutica nessa área. 5 
 As células T do receptor de antígeno quimérico (CAR) provaram que as células 
imunes manipuladas podem servir como uma nova classe de terapias muito poderosas contra 
o câncer. O que talvez torne essas terapias mais revolucionárias é o conceito de usar uma 
célula viva como plataforma terapêutica. As células vivas são radicalmente diferentes das 
plataformas inanimadas, tais como moléculas pequenas ou anticorpos, em que as células são 
capazes de sensações inteligentes e comportamentos de resposta. Ao mesmo tempo, esses 
dispositivos celulares são mais difíceis de manipular, fabricar e controlar. A experiência 
clínica ajudou a definir os principais desafios que devem ser enfrentados para tornar as células 
Brazilian Journal of health Review 
 
Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 2, n. 2, p. 6, 1105-1124, mar./apr. 2019.                            ISSN 2595-6825 
 
 
1107  
T projetadas uma plataforma confiável, segura e eficaz que pode ser implantada contra uma 
ampla gama de tumores. 2 
 
2   JUSTIFICATIVA 
Com o intuito de chegar-se a cura do câncer, estudos vêm sendo realizados a fim desse 
objetivo e, esse trabalho tem como finalidade, realizar um levantamento através de estudos 
bibliográficos, das técnicas estudadas de células T-TCR e células CAR-T.  
Discernir sobre as técnicas e apresentar as expectativas futuras. Levantamento de 
prós e contras, vantagens e desvantagens de sua utilização. 
 
3   OBJETIVO 
Realizar através de levantamento bibliográfico, o entendimento sobre métodos de 
terapia gênica e suas perspectivas futuras na cura do câncer. 
 
4   MÉTODO 
O método utilizado é revisão narrativa da literatura. A revisão baseia-se em livros, 
artigos científicos impressos e/ou eletrônicos.  
Esse artigo utiliza-se dos seguintes questionamentos para seu entendimento: Quais 
métodos de terapia celular são conhecidos, utilizados e estudados? O câncer tem cura? Quais 
as promessas e expectativas futuras?  
A busca dos artigos foi realizada em bases eletrônicas PUBMED e Scielo.  
 
5    IMUNOLOGIA DOS TUMORES 
Todas as neoplasias humanas, apesar de sua grande heterogeneidade, têm uma 
característica em comum: cada neoplasia constitui um clone derivado de uma célula que 
sofreu alterações críticas em seus genes (DNA) e transmite essa alteração a todas as suas 
descendentes. 16 
Na origem de qualquer proliferação celular maligna, é possível encontrar 
anormalidades em genes que regulam etapas do ciclo celular. O controle do ciclo celular é 
ativado basicamente na fase G1, por meio de uma rede de genes que atuam de forma 
rigorosamente organizada. A regulação do ciclo, uma vez iniciado, dá-se em momentos de 
pausa da atividade metabólica da célula chamados de checkpoint onde são avaliadas a 
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fidelidade da duplicação da informação genética e a participação e duplicação adequada dos 
cromossomos para as células-filhas. 17 
As anormalidades citogenéticas estão minimamente relacionadas ao processo 
neoplásico e podem constituir a base das doenças tumorais ou do câncer dando destaque as 
seguintes características:  
1. Falha na resposta de sinais regulatórios do crescimento (autônomo, invasivo ou 
metastático) e reparo tecidual.6  
2. Origem monoclonal, embora heterogeneidade genotípica e fenotípica possa se 
desenvolver após um período de crescimento da massa tumoral. 6 
3. Diferenças no aparecimento e antigenicidade de células mesmo que originárias do 
mesmo tipo celular.6 
4. Anormalidades estruturais que podem ser transmitidas pelas células para as suas 
descendentes, em geral revelando agressão metabólica, química, viral ou por irradiação como 
fraturas, gaps, pulverização, figuras radiais. 17 
5. Anormalidades cromossômicas que podem ser numéricas com perdas ou ganhos 
de cromossomos completos sendo hiperdiploides (com mais de 46 cromossonos), 
hipodiploides (com menos de 46 cromossomos) ou pseudodiploides (tem perdas e ganhos 
equivalentes, resultando um clone com 46 cromossomos). As células cancerosas também 
podem sofrer deleções, translocações e duplicação gênica.17 
 As neoplasias são compostas por células transformadas, originárias de células 
epiteliais como o fígado, rim, epitélio gastrointestinal e constituem os tipos mais comuns de 
tumores, os sarcomas que surgem a partir de fibroblastos, células musculares e adiposas, os 
Linfomas que são constituídos de massas sólidas de células linfoides, e as leucemias que 
representam a transformação maligna de linfócitos e outras células hematopoiéticas de origem 
medular e sanguínea (tumores em suspensão). 6 
 
6    LINFÓCITOS: MARCADORES IMUNOFENOTÍPICOS DA LINHAGEM B E 
MARCADORES IMUNOFENOTÍPICOS DA LINHAGEM T 
A caracterização das doenças neoplásicas atualmente é concebida a numerosos 
antígenos descritos e caracterizados quanto a sua distribuição na hematopoese normal e nas 
diferentes neoplasias. 17 
Para a diferenciação da investigação de antígenos específicos, foi criado um sistema 
de nomenclatura chamado de Sistema CD (Cluster of differentiation), que lista 
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numericamente antígenos que são identificados numericamente por anticorpos monoclonais. 
16 
Os antígenos CD associados às membranas plasmáticas dos leucócitos podem ser 
moléculas envolvidas em uma variedade de funções (interações célula-célula, receptores de 
citocinas, sinalização celular, canais iônicos, transportadores, enzimas, imunoglobulinas ou 
moléculas de adesão). 15 
A presença de moléculas de imunoglobulina na membrana dos linfócitos é a 
principal característica das células B maduras. A demonstração de que somente um tipo de 
cadeia leve de imunoglobulina (κ = Kappa ou λ lambda) é expressa na membrana (sIg = 
surface immunoglobulin) de todas as células linfoides neoplásicas é aceita como critério de 
monoclonalidade. Essa característica é importante na classificação das doenças 
linfoproliferativas crônicas de célula B. Adicionalmente, a intensidade da expressão da 
imunoglobulina também é relevante. Ela é fraca na Leucemia linfoide crônica clássica (LLC) 
e forte na leucemia prolinfocítica B (LPL-B) e nos linfomas não-Hodgkin de célula B. 17 
As células B mais imaturas não expressam imunoglobulina em sua superfície e, 
portanto, apenas uma minoria das leucemias linfoides agudas B expressam este marcador. 
Entretanto, a expressão da cadeia pesada da imunoglobulina no citoplasma dos linfócitos 
antecede, do ponto de vista ontogenético, a expressão da sIg. Essa característica é própria das 
células leucêmicas do subtipo comum de LLA, as quais frequentemente expressam o antígeno 
CD10. Esse antígeno também chamado de antígeno comum da LLA (cALLa), é encontrado 
na vasta maioria das LLAs de crianças, mas também é encontrado nos linfomas não Hodgkin 
do tipo folicular. 17 
Os antígenos CD19, CD79b e CD22 são expressos pela maioria dos linfócitos B e 
seus precursores aceitos como indicadores de diferenciação B. O CD22 pode ser identificado 
no citoplasma dos precursores linfoides B em fases muito precoces da diferenciação B.  Os 
Plasmócitos (característicos de Mieloma) de indivíduos normais se caracterizam pela presença 
dos antígenos CD45+, CD19+, CD20+, CD38++, CD56-/fraco, CD138++, ausência de 
imunoglobulinas de menbrana (mIg) e presença de imunoglobulina citoplasmática policlonais 
(cIg). 17  
Outros antígenos importantes na classificação das doenças hematológicas malignas 
de células B são: CD23, que é um marcador de ativação linfocitária B, frequentemente 
expresso na LLC, mas não nos linfomas não-Hodgkin, o FMC-7 e o CD103, expressos 
comumente na tricoleucemia. O CD5 embora seja um antígeno associado à linhagem T, é 
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expresso na LLC, refletindo a expressão clonal de célula B específica de um estágio 
intermediário da maturação B. 16 
O receptor de membrana de células T (TCR) assemelha-se, do ponto de vista 
ontogenético, à sIg dos linfócitos B. Ambos os marcadores então presentes na membrana de 
células maduras, enquanto suas cadeias pesadas são detectadas no citoplasma de células 
progenitoras. O TCR encontra-se associado no CD3 na membrana celular, o qual pode ser 
detectado no citoplasma de células de medula tímica. A expressão CD3 é indicativa de 
diferenciação na linhagem T.17 
A presença de positividade no ensaio citométrico para o CD3 é altamente específica 
de célula T. Já os anticorpos anti-CD3 usados em imuno-histoquímica usualmente detectam 
apenas o componente epsilon do CD3 que também está presente nas células NK. 14 
A célula precursora da linhagem T origina-se na medula óssea e migra para o timo, 
onde ocorre a diferenciação e importantes mecanismos de regulação funcional. Essa célula 
imatura expressa o marcador CD7, que, embora associado à linhagem T, também pode ser 
detectado em células precursoras associadas à linhagem mieloide. No timo a diferenciação 
ocorre em sentido do córtex para a medula. Timócitos corticais geralmente expressam o 
antígeno CD1a e a enzima nuclear deoxinucleotidil terminal transferase (TdT). Na medula 
tímica, os timócitos CD3+ co-expressam inicialmente os antígenos CD4 e CD8, enquanto os 
linfócitos T maduros no sangue periférico são CD4+ ou CD8+. Do ponto de vista funcional, 
estes marcadores definem subpopulações distintas. 17 
Outros marcadores importantes, além dos citados acima, são o CD5, CD25 (receptor 
alfa de interleucina 2), CD2, CD56, CD57 e CD16 associados a linfócitos NK (natural killer). 
17 
7  TERAPIA GÊNICA CAR-T,  TCR e TILs 
Em 1909, Paul Ehrlich propôs pela primeira vez que o sistema de defesa imunológica 
identifica e elimina as células tumorais. No entanto, estudos recentes revelaram que a resposta 
imune pode ser ineficaz contra o desenvolvimento do tumor devido à tolerância imunológica 
e anergia. A imunodilatação do câncer consiste em três estágios: eliminação, equilíbrio e 
escape. No estágio de eliminação, o câncer é eliminado pela imunidade inata e adaptativa 
intacta, enquanto que no estágio de equilíbrio, as células tumorais variantes que desenvolvem 
instabilidade genética sobrevivem apesar dos ataques imunológicos. No estágio de escape que 
ocorre a proliferação descontrolada de células tumorais variantes. 13 
William B Coley, em 1890, observou que pacientes com malignidades respondem à 
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inoculação intratumoral de organismos vivos bacterianos ou toxinas bacterianas que causam 
tumores e levam a expressão de proteínas únicas que podem desencadear uma resposta imune. 
Desde o início do século XX, pesquisas mostraram que a maioria das células cancerígenas 
carregam antígenos tumor-associados ou tumor-específicos que não estão presentes em 
células saudáveis; esse recurso levou à aplicação bem-sucedida da terapia celular adotiva de 
células T. A descoberta do fator de crescimento de células T, a cultura de células T in vitro e o 
papel da linfodepleção levaram a estudos de terapias baseadas nessas células.  Em 1990 foi 
realizado o primeiro estudo bem sucedido em imunoterapia de transferência de células T 
usando Linfócitos de infiltrado tumoral (TIL) autólogas em melanoma avançado. Desde que 
se tentou primeiro o isolamento de linfócitos que infiltram o tumor, a expansão e re-infusão in 
vitro demonstraram ser demoradas e produzir efeitos antitumorais transitórios, tendo sido 
aplicados métodos de engenharia genética para criar TCR específicos gerados por células T. 13 
O ACT com TILs autólogos, para muitos pacientes com câncer, pode não ser 
adequado devido à disponibilidade variável de tecidos tumorais e dificuldades na geração e 
expansão bem sucedida de TILs de outros tipos de câncer. No entanto, as TILs específicas do 
tumor foram geradas a partir de cânceres epiteliais e usadas para o tratamento de pacientes 
com câncer. No geral, a taxa de sucesso de gerar TILs de outros tipos de câncer é muito 
menor do que a observada no melanoma. Assim, apesar da impressionante taxa de resposta 
clínica da ACT, ela não foi aprovada como uma droga imunoterápica anticâncer. Abordagens 
alternativas são identificar alvos imunológicos reconhecidos por células T reativas a tumores 
ou clonar TCRs específicos de tumores para uso na imunoterapia de células T projetadas.8 
Células T geneticamente modificadas (TCRs e CARs) foram desenvolvidas para 
superar as conseqüências da tolerância imunológica ou supressão imunológica geradas no 
repertório de células T tumor-específicas. Células T são manipuladas para expressar TCRs 
modificados direcionados a antígenos tumorais específicos. Embora resultados promissores 
tenham sido obtidos em pacientes com melanoma metastático usando TCRs com 
especificidade para MART1 ou outros antígenos de melanoma a tecnologia TCR parece 
menos atraente porque é restrita ao Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e, 
portanto, específica do paciente. Pelo contrário, as células CAR-T possuem especificidades 
semelhantes a anticorpos e podem reconhecer estruturas não restringidas por MHC nas 
superfícies das células alvo. As células CAR-T são construídas pela fusão de um anticorpo 
contra um antígeno de superfície do tumor para os domínios intracelulares do TCR capazes de 
ativar células T.  As células CAR-T uma vez modificadas, são expandidas e infundidas de 
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volta a pacientes onde podem erradicar o tumor.  15 
A construção básica de CAR compreende uma sequência peptídica de sinal, a porção 
de ligação (isto é, fragmento variável de cadeia única, scFV) e uma região espaçadora no 
domínio extracelular, um domínio transmembranar e um domínio de sinalização intracelular 
(p.e, CD3). O CAR de primeira geração é principalmente a fusão do scFv com um domínio 
citoplasmático CD3ζ. Os CARs de segunda e terceira geração incorporam um ou mais 
domínios co-estimulatórios além do domínio CD3ζ, como CD28, 4-1BB ou ambos, o que 
contribui para a ativação e expansão prolongada de células T.  O envolvimento com antígeno 
através de scFV leva à ativação de sinais de ativação mediados por CD3+ e cascatas co-
estimulatórias mediadas por CD28, 4-1BB, que subsequentemente induzem atividade 
citotóxica das células imunitárias manipuladas.12 Enquanto nos CARs de quarta geração 
(TRUCKs), são adicionados genes de citocinas. 9 
Esta abordagem demonstrou uma eficácia notável em tumores hematológicos, em 
particular malignidades de células B tratadas com células CAR-T com especificidade 
para CD19. Os resultados mais impressionantes foram obtidos em pacientes refratários ou 
recidivantes com 90% de remissão completa em pacientes reinfundidos com células T anti-
CD19 CAR. Além disso, resultados promissores têm sido observados em alguns tipos de 
linfoma refratário difuso de grandes células B (LDGCB) e leucemia linfocítica crônica (LLC) 
que sofreram remissão duradoura a longo prazo com infusão de células T anti-CD19. Em 
contraste, sua eficácia e segurança em tumores sólidos ainda precisam ser comprovadas em 
parte devido às dificuldades de encontrar antígenos alvo com expressão limitada ou ausente 
em tecidos normais e em parte pelo microambiente imunossupressor tumoral (EMT).  De fato, 
um dos principais obstáculos para essa abordagem é a toxicidade do tumor alvo / não 
observado em alguns estudos. No entanto, resultados encorajadores foram relatados no  
neuroblastoma.  Há na literatura estudo em glioblastoma e,  está em curso um ensaio clínico 
de fase I (NCT02209376) para avaliar a eficácia de células T CAR voltadas à mutação 
variante III do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFRvIII) com base nos 
resultados obtidos em modelos ortotópicos de glioblastoma EGFRvIII + humano. Assim, a 
transferência de células T adotivas é uma imunoterapia altamente promissora que precisa ser 
otimizada para reduzir a toxicidade e aumentar a eficácia antitumoral. A combinação com o 
bloqueio do ponto de checagem imune para remover os estímulos inibitórios das células T 
poderia potencializar ainda mais a atividade das células T CAR.9 
 Recentemente aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), a terapia com 
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células T CD19-CAR foi aprovada em leucemia linfoblástica aguda (LLA) recidivante e 
refratária (r/r) para pacientes pediátricos e adultos jovens e para pacientes adultos com r/r 
linfoma difuso de grandes células B (DLBCL), que falharam em duas ou mais terapias 
anteriores. As altas taxas de resposta em pacientes tratados por células T CD19-CAR levaram 
a grandes esforços de pesquisadores e oncologistas para projetar novas construções de CAR 
baseadas nas atuais estratégias de engenharia de células T, juntamente com o método 
CRISPR/Cas9 recentemente usado. 1 
 
7.1 FUNÇÕES BIOLÓGICAS DE TCR E CAR-T 
O TCR é um heterodímero que transporta informações para antígenos tumorais 
definidos e é formado por cadeias alfa e beta associadas a um complexo CD3. A tecnologia 
TCR tem vantagens como uma terapia de células T redirecionada. Células T efetoras ideais 
combinam com antígenos alvo tumorais selecionados através do reconhecimento de HLA. O 
mecanismo natural da imunidade de células T está associado a um baixo risco de síndrome de 
liberação de citocinas. A baixa expressão de superfície de TCRs, dependência de HLA, e a 
curta persistência de células T transferidas in vivo são as principais dificuldades que precisam 
ser superadas. Na seleção tímica durante o desenvolvimento de células T, algumas proteínas 
mutadas são codificadas por mutações genéticas causadoras de câncer (mutações condutoras), 
a grande proporção de antígenos tumorais são auto-antígenos e as células T têm baixa 
afinidade por antígenos próprios. Para criar uma avidez maior, TCRs selecionados de 
camundongos transgênicos HLA humano imunizados com epítopos relevantes são usados 
juntamente com a inserção de mutações direcionadas na região determinante complementar 2 
ou 3 (CDR2 ou 3) nas regiões variáveis das cadeias TCR alfa/beta. Estes TCRs modificados 
interagem com o complexo HLA/epítopo. No entanto, os TCRs podem criar heterodímeros 
alfa/beta indesejados entre as novas e endógenas cadeias TCR alfa/beta em um processo 
denominado mispairing, que resulta em baixa avidez. As células T modificadas por TCR 
adaptadas para tumores sólidos não obtiveram sucesso na maioria dos estudos. 13 
O primeiro conceito de CAR originou-se da clonagem da cadeia CD3 de TCR que 
foi encontrada para ativar independentemente as células T. CARs de primeira geração 
incluíam apenas um fragmento variável de cadeia única (scFv) que foi construído a partir de 
sequências variáveis pesadas e variáveis leves de um anticorpo monoclonal (mAb) específico 
para uma molécula de superfície de células tumorais e o domínio citoplasmático de 
sinalização de cadeia CD3. Os estudos iniciais foram realizados em pacientes com infecção 
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pelo HIV com sobrevida prolongada. Nos estudos de câncer de primeira geração, as células T 
CAR não proliferaram in vivo e a persistência foi transitória ou as células T estavam presentes 
em frequências muito baixas. 13 
Este tipo de CARs necessita de sinais co-estimuladores, o que limita as capacidades 
de proliferação de células T por exposição a antígenos repetidos. As células T com CARs de 
primeira geração são facilmente detidas na fase G-G1 do ciclo celular, semelhante às células 
T ativadas com anti-CD3 sozinho ex vivo. 10 
Os CARs, com base em uma segunda modificação genética, possuem uma estrutura 
de receptor extracelular baseada em anticorpos que se ligam às células-alvo juntamente com 
os domínios de ativação intracelular. Nos CARs de segunda e terceira geração, receptores de 
proteína coestimuladores (por exemplo, CD28, CD137 (4-1BB), ICOS, CD134 (OX40), 
CD27 ou CD244) foram adicionados à cauda citoplasmática. Os CARs de segunda geração 
são construídos com uma molécula co-estimulatória, enquanto os de terceira geração contêm 
mais de uma molécula co-estimulatória adicional. O efeito antitumoral das células CAR-T 
varia devido a diferenças no domínio citoplasmático e à capacidade do domínio extracelular 
de reconhecer um epítopo diferente do mesmo antígeno com diferentes afinidades para cada 
construção de CAR. Se a adição de co-estimulação secundária, como nos CARs de terceira 
geração, obtém mais eficácia, ainda é uma questão não respondida até o momento.  13 
O CAR de terceira geração contém dois domínios co-estimulatórios que resultam em 
persistência mais potente e outras funções de células T em estudos pré-clínicos. No entanto, o 
benefício clínico não é tão bom quanto o esperado  e mais estudos são necessários. Para 
melhorar ainda mais o efeito antitumoral das células CAR-T, a engenharia de células CAR-T 
para expressar adicionalmente citocinas ou ligantes co-estimulatórios (CAR de quarta 
geração, também chamada de CAR blindada) tem sido empregada e ativamente pesquisadas, 
mas ainda não foram publicados resultados de ensaios clínicos. 4 
É bem compreendido que o acoplamento de sinais CD28 e CD3+ aumentam a 
sinalização de TCR, aumenta a produção de citocinas, promove proliferação e anti-apoptose e 
afeta a estrutura epigenética e o metabolismo de células T. Essas funções são mediadas pela 
via da fosfoinositida 3-quinase (PI3K)-AKT e ativadas após a fosforilação das caudas 
citoplasmáticas de CD3 e CD28. Assim, a incorporação de sinais de CD28 no CAR de 
segunda geração promove a proliferação e a persistência de células T CAR de engenharia in 
vivo. 10 
Pesquisadores descobriram que 4-1BB suporta a sobrevivência de células T, com 
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efeitos mais evidentes e duráveis em células T CD8+ do que células T CD4+. A função mais 
importante da sinalização 4-1BB é facilitar a formação de células T de memória e expansão 
robusta após a reestimulação do antígeno. Ao comparar CARs CD28 e 4-1BB, Sadelain et al. 
descobriram que ambos os dois CARs de segunda geração demonstraram efeito antitumoral 
similar, enquanto CARs 4-1BB persistiram por mais tempo in vivo, mesmo após o tumor ter 
sido erradicado. 10 
Nos CARs de quarta geração (TRUCKs), são adicionados genes de citocinas. 9 
Os efeitos de diferentes construções ainda estão sob investigação devido a dados 
limitados.10 
 
Design de células CAR-T 
 
 
 Os receptores de antígenos quiméricos (CARs) são compostos de um domínio 
extracelular (ligação de antígenos), um domínio de transmembrana e um domínio de 
sinalização (intracelular). CARs de primeira geração possuem apenas um domínio de 
sinalização CD3ζ. Em contraste, os CARs de segunda geração possuem um domínio de 
sinalização co-estimulatório CD27/CD28/CD134/CD137 para melhorar a função do sinal do 
domínio de sinalização CD3ζ. Em CARs de terceira geração, dois domínios de sinalização co-
estimulatórios CD27/CD28/CD134/CD137 e 4-1BB/OX-40 são adicionados para amplificar o 
efeito antitumoral de CARs de segunda geração. A quarta geração, que pode ser referida à 
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célula T redirecionada para matança de citocina universal (TRUCK), pode utilizar o fator 
nuclear de células T ativadas (NFAT) para induzir um promotor associado com um cassete 
contendo genes de IL-12. 11  
Os CARs têm várias vantagens: o início de sinais confiáveis de alta potência, 
independência do HLA, nenhuma exigência para o processamento do antígeno e nenhuma 
competição pelo CD3. O número moléculas alvo em células tumorais que se ligam a CARs é 
maior do que o número de complexos de histocompatibilidade principal (MHC)/peptídeo, e o 
scFv tem uma maior afinidade de ligação para antígenos do que os TCRs. Recentemente, 
Oren et al. compararam as propriedades funcionais de células T de engenharia expressando 
cadeias TCR-αβ de baixa afinidade com CARs de alta afinidade baseados em anticorpo de 
TCR visando a mesma especificidade e sugeriram que o limiar de afinidade superior deveria 
ser usado para mediar resultados funcionais efetivos de células T. A principal desvantagem 
dos CARs é a liberação maciça de citocinas induzida pela ligação e a imunogenicidade da 
porção scFv. 
 
8   LINFÓCITOS INFILTRANTES DE TUMOR - TIL 
 Os tumores contém em seu interior, linfócitos que presumivelmente participam da 
resposta anti-tumoral. Algumas destas células podem ser isoladas a partir de biópsias, 
cultivadas e expandidas “in vitro” pelo uso de IL-2. Estes linfócitos são chamados de células 
TIL (Linfócitos de Infiltrado Tumoral). As células TIL têm atividade citolítica específica para 
os tumores autólogos e parece ter atividade não específica como ocorre com as células 
Natural Killer – NK. O uso destas células é interessante porque apresentam elevada atividade 
antitumoral e requerem uma concentração 100 vezes menor de IL-2 para sua ativação dos que 
as LAK (célula matadora ativada por linfocina). Células TIL foram geradas a partir de 
biópsias de melanomas e de câncer renal. A reinjeção das células autólogas nos pacientes 
resultou em regressão parcial de 29% dos carcinomas renais e 23% dos melanomas. 6 
 A expansão ex vivo de TILs baseia-se na evidência de que uma fração de TILs 
expressa TCRs dirigidos contra antígenos tumorais. Uma vez expandidas e reinfundidas nos 
pacientes, essas células T podem mediar a destruição do tumor. Usando essa abordagem, uma 
resposta de longa duração com regressão completa do tumor foi observada em pacientes com 
melanoma metastático. No entanto, devido à alta frequência de eventos mutacionais, ao longo 
dos anos essa abordagem mostrou suas limitações porque parece estar restrita principalmente 
a pacientes com melanoma e poucos outros tumores caracterizados por forte 
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imunogenicidade. Entre estes, TILs infiltrando câncer de cólon reconhecem neoantígenos nas 
células cancerosas, incluindo a mutação oncogênica KRAS (G12D). Infelizmente, para obter 
a erradicação do tumor, essa abordagem precisa estar associada à linfodeposição preparativa 
apenas por quimioterapia ou em combinação com irradiação total do corpo e administração 
de IL-2 , dois métodos de tratamento nem sempre adequados para todos os pacientes. 14 
 A recente demonstração de que as TILs podem atingir neo-antígenos de tumor 
fornece uma justificativa para atacar tumores com altas cargas mutacionais, como melanoma e 
câncer de pulmão. 2  
 Várias questões, no entanto, limitaram o uso generalizado de TILs. Primeiro, a 
fabricação de TILs é logisticamente complexa. Segundo, os TILs são dependentes do receptor 
endógeno de células T (TCR) para o reconhecimento do câncer. O TCR é um receptor 
incomum pelo fato de o receptor de antígeno reconhecer moléculas de peptídeo e MHC 
próprias. 2 
 
9      PRODUÇÃO DE CÉLULAS CAR-T PROJETADAS PARA USO CLÍNICO 
 A avaliação clínica das células CAR-T requer um processo de produção seguro, 
eficiente e reprodutível seguindo as Boas Práticas de Fabricação (Good Manufacturing 
Process) GMP. Algumas instalações acadêmicas de GMP desenvolveram e refinaram 
protocolos e sistemas para a produção de células CAR-T. O meio mais eficiente e rápido para 
direcionar geneticamente as células T para um antígeno é por transdução do vetor viral, 
usando vetores retrovirais ou lentivirais gama.3 
 Sistemas de cultura in vitro para expansão de células T são usados para produzir 
grandes quantidades de células T projetadas. O tempo médio de produção para gerar um 
grande número de células T CD4 e CD8 não selecionadas requeridas para terapia é de 10 a 14 
dias em salas limpas. Primeiro, as células mononucleares do sangue periférico são isoladas do 
paciente utilizando leucaférese, e as células T são selecionadas por contas paramagnéticas 
anti-CD3/anti-CD28. Estudos demonstraram que células T menos diferenciadas têm enxerto 
superior e atividade antitumoral. Em particular, as células de memória central T CD8 podem 
ser modificadas com CARs específicas de tumor. As células T são então transduzidas com um 
vetor viral codificador de CAR. Dois sistemas vetoriais, vetores retrovirais ou lent ivirais, 
podem ser usados para transferir genes codificadores de CAR em células T. Os vetores 
retrovirais têm expressão gênica permanente; no entanto, a transdução pode ser realizada 
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apenas na divisão eficiente das células T. Os vetores lentivirais também podem ser integrados 
em células não divididas. 13 
 O vetores retrovirais e lentivirais gama são os dois sistemas de transdução mais 
comumente utilizados. Uma vantagem dos vectores retrovirais gama é o seu processo de 
fabricação simplificado, que tira partido de linhas celulares de empacotamento estáveis e não 
requer concentração e purificação. Os vetores lentivirais também são muito eficazes, mas sua 
fabricação exige transfecções repetidas em grande escala e posterior purificação e 
concentração de cada lote de vetores. Os vetores de integração aleatória (vetores gama-
retrovirais, vetores lentivirais, transposons), no entanto, representam uma preocupação geral 
devido à potencial genotoxicidade da transativação proto-oncogênica, que poderia resultar em 
oncogênese insercional e expressão transgênica variada, que resulta em expressão variável de 
CAR e eventual silenciamento de transgenes. 3 
 As desvantagens dos vetores virais são a despesa e a experiência necessárias para a 
produção. Sistemas de Transposon como Sleeping Beauty 100X (SB100X) ou PiggyBac (PB) 
são novos métodos para modificação genética de células T com alta expressão gênica; são 
simples e baratos e possuem grande capacidade de carga e baixa imunogenicidade. As células 
T são expandidas em cultura, estimulando-as usando o clone anti-CD3 OKT3 com citocinas 
como IL-2, IL-7 e IL-15. Um número adequado de células T CAR, que permanece 
desconhecido, é então transferido para o paciente utilizando regimes de linfodepleção 
baseados em drogas e técnicas para esgotar as células T regulatórias (Tregs), tais como 
ciclofosfamida, fludarabina, irradiação de baixa dose, gemcitabina, denileucina diftitox, 
azacitidina ou decitabina. CARs em células T ligam-se ao seu antígeno no tumor, e a ativação 
é controlada pelos domínios intracitoplasmáticos dentro do CAR. A morte do tumor pode ser 
mediada pela citotoxicidade direta das células T CD8+ CAR com granzima e perforina ou 
citocinas liberadas pelas células T CD4+ CAR que desviam do MHC. A erradicação e a 
prevenção a longo prazo podem ser alcançadas pelas células T de memória CAR a partir de 
uma única infusão. 13 
 A análise de risco/benefício é, no entanto, bastante diferente no contexto da terapia 
com células T CAR. Primeiro, o risco de transformação oncogênica de células T é muito 
menor do que para progenitores hematopoiéticos. Segundo, a persistência das células T é 
geralmente menor que 1 ano, o que é menor do que a fase pré-maligna associada à leucemia 
associada à integração vetorial. Terceiro, a avaliação de risco é diferente em pacientes com 
câncer com doença recidivante, refratária e/ou metastática que estão inscritos em protocolos 
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de CAR. De forma satisfatória, esse baixo risco antecipado para expansão clonal de células T 
ou oncogênese de inserção tem se mantido, já que nenhum evento desse tipo foi relatado até o 
momento nas primeiras centenas de pacientes tratados com células T CAR CD19. A 
integração direcionada do cDNA do CAR em um locus seguro pode aliviar as preocupações 
associadas a todos os sistemas vetoriais que se integram aleatoriamente. 3 
 
10      LIMITAÇÕES PARA CÉLULAS CAR-T 
 Apesar do progresso significativo da Imunoterapia celular, novos desafios emergem 
à medida que esta técnica passa a fase de ensaio clínico e padrões previamente desconhecidos 
de toxicidade e insucesso são caracterizados.  As células CAR-T  têm a capacidade de 
provocar toxicidades esperadas e inesperadas, incluindo: síndrome de liberação de citocinas, 
toxicidade neurológica, reconhecimento de “alvo/tumor desligado” e anafilaxia. Toxicidades 
teóricas incluindo expansão clonal secundária à oncogênese de inserção, doença do enxerto 
contra o hospedeiro GVHD e reconhecimento de antígeno fora do alvo não foram 
clinicamente evidentes.  A toxicidade  de efeito anulador, tornou-se um passo crítico na 
aplicação bem sucedida desta tecnologia emergente. 7 
A toxicidade mais comum é a síndrome de liberação de citocinas (CRS). Na maioria 
dos casos, a CRS está correlacionada com a atividade antitumoral e os pacientes exibem uma 
série de sintomas, desde febre alta, hipóxia e hipotensão até sintomas leves de gripe. As 
citocinas aumentadas, particularmente IL-6 e TNF-α, são produzidas pela morte de células B, 
células tumorais ou macrófagos. Grupp et al. relataram que o tocilizumabe, anticorpo 
monoclonal bloqueador do receptor da IL-6, pode melhorar a CRS em circunstâncias 
refratárias a esteroides, sem comprometer a eficácia das células T. Foi relatado que a CRS 
ocorre em 6/13 pacientes com altas taxas de resposta completa com tocilizumabe como uma 
opção de tratamento alternativa. O nível de proteína C-reativa tem mostrado ser um indicador 
de CRS grave. 13 
Outro efeito adverso fora alvo é a síndrome de lise tumoral, que é devida à destruição 
rápida e maciça de células tumorais. A síndrome de ativação macrofágica é outro efeito fora-
alvo, potencialmente letal, dos sintomas inflamatórios sistêmicos e pancitopenia, embora os 
mecanismos ainda sejam desconhecidos. Vários pacientes nos ensaios de T CAR CD19 
apresentaram um resultado reversível de ofuscação de vista e obscurecimento do pensamento, 
convulsões, abstenção de consciente e alterações do estado mental, possivelmente devido a 
citocinas sistêmicas cruzando a barreira hematoencefálica. A aplasia de células B é um 
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resultado esperado das terapias direcionadas por CD19 e pode ser controlada pela terapia de 
reposição de γ-globulina. A aplasia persistente de células B resulta em um risco aumentado de 
infecções. 13 
Outro fator limitante é o  investimento alto significativo que seria necessário para a 
produção clínica em massa de células CAR-T classificadas em infraestruturas, equipamentos 
e investigação. 7 
 
11  PROGRESSO NA INVESTIGAÇÃO 
Presentemente, a imunoterapia celular já possui suporte científico suficiente para 
definir algumas das características mais vantajosas para uma produção rápida, eficaz e de 
baixo custo. Torna-se, assim, necessário otimizar o processo, de modo a avançar nas fases 
clínicas e atingir o mercado durante a próxima década. O desenvolvimento de sistemas de 
cultura automáticos e fechados, de transdução não-viral eficiente, e de células T CAR 
alogênicas, poderão ter um papel crucial neste avanço, visto terem um maior impacto na 
diminuição dos custos, sem afetarem negativamente a eficácia. Os elementos fundamentais da 
técnica que mais se beneficiariam de investigação posterior incluem: a determinação da 
estrutura molecular do endodomínio com maior persistência e citotoxicidade, designadamente 
a vantagem ou não de endodomínios de terceira geração em contexto clínico; a proporção 
ideal de células CAR-T helper e citotóxicas para garantir o maior efeito anti-tumoral; e 
averiguar o efeito profilático de anticorpos monoclonais anti-IL-6 na prevenção do SLC. 7 
A terapia com células T CD19 CAR é um tratamento revolucionário em neoplasias 
hematológicas, como mostrado pela taxa de resposta sem precedentes. O sucesso das células 
T do CAR nas clínicas inspirou tremendos interesses de médicos, pesquisadores translacionais 
e indústrias para identificar novos alvos para a imunoterapia do tumor. Uma série de 
construções CAR versáteis direcionadas a uma variedade de novos antígenos tumorais foram 
relatadas e algumas delas são testadas em ensaios clínicos de fase I/II. No entanto, projetos 
mais otimizados de CARs são necessários para reduzir a toxicidade, multiplicar a focalização 
e aumentar a eficiência de custo-benefício etc. Com tecnologias avançadas, como 
CRISPR/Cas9, células T universais CAR com eficácia aprimorada poderiam ser 
desenvolvidas e aplicadas no mercado futuro próximo. 10 
Nos últimos anos, a imunoterapia com células CAR-T alcançou resultados altamente 
eficazes no tratamento de malignidades hematológicas e atingiu muitos progressos nos 
aspectos de alvos de antígeno, domínios de sinal intracelular e a aplicação combinada de 
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células imunes e drogas sintéticas de moléculas pequenas. Apesar do avanço significativo, 
alguns grandes desafios ainda não foram resolvidos em células T modificadas para tratar 
tumores sólidos e permaneceram barreiras significativas para sua aplicação clínica mais 
ampla, especialmente em termos de especificidade, persistência, segurança e microambiente 
imunossupressor. Espera-se células CAR-T confiáveis, seguras e eficazes e estendê-las para o 
tratamento de uma ampla gama de tumores no futuro. 11 
 
12 PRIMEIRA CURA DO CANCÊR COM A TERAPIA GÊNICA DE CÉLULAS 
CAR-T 
Diagnosticada com Leucemia Linfoblásica Aguda (LLA) Emily Whitehead foi a 
primeira criança a receber a terapia de células CAR-T. 
Em 2012, aos 5 anos de idade, com 21 hematomas pelo corpo, sangramento na 
gengiva e dores excruciantes nas pernas, diagnosticada com LLA, os médicos disseram que 
Emily teria 85% de chance de ser tratada e viver como uma criança normal sem a doença.  
 Porém, mesmo com o tratamento de quimioterapia e após o transplante de medula 
óssea, Emily rescidiu duas vezes, deixando para o médico Dr. Carl June na Universidade da 
Pensilvânia a alternativa de utilizar o novo médodo de terapia gênica a qual ele passou duas 
décadas estudando. Emily tornou-se a primeira criança a receber a terapia celular 
experimental em um ensaio clínico conduzido pelo Dr. Stephan Grupp no Hospital Infantil da 
Filadélfia (CHOP).16 
Foi uma abordagem arriscada e durante seis longas semanas, Emily esperou que os 
combatentes do sistema imunológico dela, chamados de células T, fossem "reprogramados" e 
multiplicados no laboratório para combater o câncer. O tratamento veio com efeitos colaterais 
graves. Após a terceira e maior infusão de células T reforçadas, Emily apresentou uma febre 
de 105 graus. O rosto dela inchou, a pressão sanguínea despencou e ela teve dificuldade em 
respirar quando o líquido inundou seus pulmões. Sua situação se tornou tão terrível, os 
médicos a colocaram em um ventilador e induziram um coma para mantê-la viva.16 
 Por um lado, isso era um sinal de que o sistema imunológico estava respondendo ao 
tratamento, embora não necessariamente de maneira favorável. Muitos pacientes com CAR-T 
apresentam síndrome de liberação de citocinas: o sistema imunológico entra em overdrive, 
causando febre, calafrios ou dificuldade para respirar. Pode ser letal se o corpo não corrigir a 
reação exagerada. Enquanto os dias passavam e Emily não parecia estar melhorando, as 
chances de sobrevivência de Emily diminuíram.16 
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Todo o tempo, o Dr. June estava se correspondendo com os médicos de Emily no 
CHOP sobre possíveis maneiras de equilibrar sua resposta imunológica. Em um último 
esforço, eles infundiram uma droga para artrite reumatóide que suprimiria a resposta imune. 
A droga nunca havia sido usada em pacientes com câncer. Funcionou. Emily sobreviveu a 
noite.16 
Quatorze dias depois, em seu sétimo aniversário, ela acordou. Seus médicos e 
funcionários do hospital cantaram parabéns para ela.16 
 Emily já está a 6 anos sem a doença, é saudável, exceto pela infecção sinusal 
ocasional. Para mantê-la saudável, ela recebe infusões de reposição de células B - já que a 
terapia celular CAR-T também destrói as células B saudáveis - a cada duas semanas.16 
 
13    CONCLUSÃO 
Na última década estudos com terapia celular vem crescendo e acarretam com eles a 
perspectiva da sonhadora cura do câncer. Houveram progressos significativos e, nos Estados 
Unidos já foi aprovada a fabricação sintética de células reprogramadas, chamadas de CAR-T 
para atingir células neoplásicas com o intuito de eliminá-las.  
Paralelo aos progressos, surgiram empecilhos que dificultam o tratamento com as 
células reprogramadas que constituem principalmente a Toxicidade obtida  e o alto custo para 
a fabricação dessas células.  
Novos estudos vem surgindo com a promessa de, ao invés de se utilizar células T, 
utilizar células NK e diminuir a toxicidade e o custo. O avanço com células NK também vem 
surgindo porém, observou-se em estudos que as células NK possuem tempo de vida curto, 
com dificuldades de prosseguir ou eliminar a doença. 
Células de Tumor Infiltrante TIL e células T TCR também foram estudadas e 
observou-se que células TIL são mais apropriadas a tumores sólidos quando que TCR mais 
apropriados a Leucemias. Os TCRs, partindo desse princípio, foram aprimorados resultando 
nas células CAR-T. Células CAR-T já passaram por 4 gerações sendo melhorados com a 
adição de citocinas em cada uma delas.  
A perspectiva para a cura do câncer com células CART-T está em  nível elevado motivando 
estudos cada vez promissores, invasivos, seguros e estáveis. A motivação aumentada está 
levando estudiosos a afirmar que em mais duas décadas teremos finalmente a cura do câncer. 
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